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Fisiologia. — Interpretazione della curva di dissociazione dell'Hb 
allo stato di dimero (Interazione extramolecolare) (*}. Nota di G io r g io  

T o r e l l i , A d o l f o  P i n i  e R o d o l f o  M a r g a r ia , presentata (**} dal 
Socio R . M a r g a r ia .

A d elevata  forza ionica la molecola di em oglobina tende a passare dallo 
sta to  di tetrapolim ero (H b4) a quello di dimero (H b2) (Rossi Fanelli e coll. 
1961) [1].

L ’equilibrio fra H b 2 ed ossigeno può venire allora espresso, applicando 
la legge d ’azione delle m asse alle reazioni

H b 2+ 02 H b 202 e H b202+ 02 H b 2Q4

dalla formula: 

( 0
KxPQa-+2K , K2Pq2 

2 ( 1 Ki Pq2 A Ri K2 Pq2)

I valori di K r e K 2 sono facilm ente calcolabili col m etodo delle estrapolazioni 
(M argaria e coll.) [2-3] usufruendo delle equazioni

(2)

(3)

s

i —s

=  - K 2Po +

2 KaPr

Senonché i valori delle costanti, così calcolati sui da ti di Rossi Fanelli e 
coll. [4] non soddisfano le curve sperim entali.

Questi A utori hanno messo in evidenza un «effetto paradosso», che con
siste in un accentuarsi della form a sigmoide della curva di dissociazione 
quando l ’H b passa dalla condizione di tetrapolim ero a dimero, contrariam ente 
a quanto  ci si dovrebbe asp e tta re  da una interazione fra soli due emi invece 
che qu attro .

Poiché con l ’aum entare della forza ionica aum enta l ’interazione in tra 
molecolare (Torelli e coll. 1963) [5], e questa  consisterebbe in una inibizione 
della ossigenazione di un eme sostenuta dalla presenza di un eme rido tto  
nella stessa molecola, si può supporre che in soluzioni ad elevata  forza ionica, 
necessaria per trasform are l ’H b in dimero, l’interazione aum enti in modo 
tale che anche emi rid o tti di molecole vicine in tervengano in m isura apprez
zabile; nell’inibire l ’ossigenazione degli emi; si realizzerebbe in tal caso una 
interazione extram olecolare.

(*) Dall’Istituto di Fisiologia Umana deirUniversità di Milano.
(**) Nella seduta del io giugno 1964.
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Poiché le prim e reazioni di ossigenazione vengono già in ib ite da ll’in te ra 
zione in tram olecolare, l ’interazione extram olecolare si renderà partico larm ente 
evidente nella inibizione dell’u ltim a reazione di ossigenazione e cioè, nel caso 
della molecola contenente due soli emi, in una dim inuzione del valore di K 2.

L ’interazione extram olecolare è non solo tan to  m aggiore quanto  m aggiore 
è la forza ionica, m a anche quanto  m inore è la d istanza m edia di un  eme 
rido tto  da un eme di u n ’a ltra  molecola di H b in via di ossigenazione: in tal 
caso essa dim inuirebbe con la saturazione, e conseguentem ente il valore di 
K 2 dovrebbe aum entare con la saturazione fino a raggiungere un valore lim ite, 
per l ’assenza di interazione, a com pleta saturazione.

Questo valore può essere calcolato per tu tte  le saturazioni m edian te 
l ’equazione 1, quando il valore di K x sia s ta to  previam ente determ inato  a 
mezzo dell’equazione 2.

D enom inando Ku il valore m assim o di K 2, quale risu lta  essere ad S =  i, 
l ’interazione extram olecolare, analogam ente a quanto  è sta to  fa tto  per 
quella intram olecolare, può essere espressa, ad ogni valore di saturazione, 
dal rapporto

I n t e r a z io n e  ex tra m o leco la re  s u l l ’H ò d im e r o .

Il calcolo è s ta to  applicato alle curve di dissociazione o tten u te  da Rossi 
Fanelli e coll. [4] su una soluzione di H b 2 in fosfati alla concentrazione 2 M, 
e da A ntonini [6] in fosfati 0,3 M e NaCl 2 M (fig. 1).

Fig. 1. -  Curva di dissociazione di una soluzione di Hb2 umana (peso molecolare 
medio 38 X io3 ; T 20° ; pH 7) in soluzione di fosfati 0,3 M e NaCl 2 M. (Antonini) [6].
Sono anche indicate le estrapolazioni secondo il metodo di Margaria e coll. [2-3] che definiscono il valore

di Kj dalla (2) e di K/q dalla (1).
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Nelle figure 2 e 3 sono illu stra te  le singole frazioni dei com posti in te r
m edi dell’H b 2 in funzione della saturazione, determ inate  come è sta to  de
scritto  da M argaria  e coll. [3]; è anche indicato il valore del fa tto re  m, espres
sione dell’interazione extram olecolare ai diversi valori di saturazione.

Fig. 2. -  Singole frazioni dei composti intermedi delPHb2 in funzione 
della saturazione ottenute dai dati di Rossi-Fanelli e coll. [4] per una 

soluzione di emoglobina alla concentrazione in fosfati 2M.
Sono pure indicati la concentrazione molare di Hb2 contenente almeno un eme ridotto in 
funzione della saturazione, ed i diversi valori di m ai corrispondenti valori di saturazione.

L a d istanza m edia tra  le molecole in m[x, d , può essere determ in a ta  
approssim ativam ente, partendo  dal presupposto che le molecole siano p u n ti
formi, d a ll’espressione:

(4) d  =  — -— X io8 m\x .
j/NC

Essendo N il num erp di A vogadro e C la concentrazione m olare dell’H b2 
contenente almeno un eme rido tto .

Nella fig. 4 la d istanza m edia fra le molecole e il valore di m  è posto 
in funzione della concentrazione di H b2 contenente almeno un eme rido tto .

L a relazione tra  il coefficiente m , e la d istanza d  m edia fra le molecole è 
infine i  rap p resen ta ta  nel grafico della figura 5.

E n tro  i lim iti di errore dovuto al fa tto  che non la to ta lità  delle m ole
cole di H b 2 è scissa in due un ità , e trascurando i da ti re la tiv i a bassi valori 
di saturazione, dove l ’errore dovuto al presupposto che la molecola sia
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Fig. 3. -  Come la precedente per una soluzione di Hb2 in fosfati 0,3 M e NaCl 2M
(Antonini) [6].

puntiform e è maggiore, la curva della fig. 3 tende ad essere una re tta  defi
n ita  dalla equazione log m  =  log a —  2 log d, ovvero dalla

(5) * = 7 F -

ove a è una costante,che dipende dalla forza ionica, ed ha un valore di 3.720 
nel caso della soluzione di H b 2 in fosfati 2 M.
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Fig. 4. -  Distanza media fra le molecole e valore di m  in funzione della concen
trazione di [Hb] contenente almeno un eme ridotto.

•  Soluzione di Hb2 dai dati di Rossi-Fanelli e coll. [4]. Soluzione di Hb2 dai dati di Antonini [6].
O Soluzione di Hb^ dai dati di Rossi-Fanelli e coll. [4].
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Q uando l ’H b viene scissa allo sta to  di dimero m am biente acido (pH <  4) 
o basico (pH >  11) il valore n di Hill tende a d iventare prossimo a 2 [7]. 
L a curva di dissociazione dell’H b 2 d iventa cioè meno sigmoide. L ’accen tuata  
sigm oidicità della curva di dissociazione del dim ero H b 2 o tten u to , invece 
che per una forte variazione del pH , per un forte aum ento della forza ionica

Fig. 5. -  Relazione fra il coefficiente m e  la distanza d  per 
una soluzione in fosfati 2 M (linea continua). La linea trat
teggiata è predetta per una concentrazione in fosfati 0,25 M.

% f\Q> Come per la figura precedente.

è quindi presum ibilm ente l ’espressione di un aum ento dell’interazione soste
nuto  da ll’elevata  concentrazione degli ioni nella soluzione, e non dalla depo
limerizzazione della molecola dell’H b4.

I n t e r a z i o n e  E x t r a m o l e c o l a r e  suLL’H b  t e t r a p o l i m e r o .

Poiché l ’equazione di A dair [8] sem plificata [3, 5, 9] non descrive soddi
sfacentem ente la curva di dissociazione per P02 dell’Hbj in soluzione di fo
sfati 0,25 M [5], è s ta ta  avanzata  l ’ipotesi che anche in questa condizione 
l’in terazione estram olecolare en tri in gioco.

Con un m etodo analogo a quello descritto  per l’H b allo sta to  di dimero 
è s ta ta  de term in a ta  dapprim a la relazione esistente fra interazione ex tram o
lecolare, espressa dal valore di m, e la concentrazione dell’em oglobina con
tenente almeno un eme rido tto  (fig. 6) e quindi la relazione fra interazione 
extram olecolare e d istanza m edia fra molecole in terreagenti (fig. 5).
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D alla fig. 6 si rileva che l’interazione extram olecolare assume valori 
apprezzabili (>>1,2) solo a valori di saturazione <C 0,4 per valori di concen
trazione di molecole di H b4 contenente almeno un eme rido tto  > 0 ,3 5  X io ~ 4.

L ’interazione extram olecolare non raggiunge mai in ogni modo valori 
m olto elevati perché è basso il valore di forza ionica.

Poiché passando da un  valore di concentrazione in fosfati di 2 M a un 
valore di 0,25 M, log m  dim inuisce di 0,45 (vedi fig. 4 della precedente com u
nicazione), la curva della funzione (5) per una concentrazione di fosfati di 
0,25 M si dovrebbe trovare sp o sta ta  in basso di questo valore rispetto  a 
quella corrispondente alla soluzione di H b 2 in concentrazione 2 M di fosfati.

m

Fig. 6. -  Come le figure 2 e 3 per Hb4 in soluzione di fosfati 0,25 M 
(Rossi-Fanelli e coll.) [4].

Dai d a ti sperim entali raccolti in fig. 5 risu lta  che questo è effettivam ente 
l’ordine di grandezza della variazione. Questi dati paiono indicare che la 
funzione (5) si applichi quindi anche a più bassi valori di concentrazione 
ionica.

In conclusione sia l ’in terazióne in tra  che ex tra-m olecolare sem brano 
dipendere dalla forza ionica. L ’interazione extram olecolare risu lta  inoltre 
essere inversam ente proporzionale al quadrato  della d istanza tra  Teme in 
questione e un  eme rido tto .

Questo ; rilievo suggerisce l ’ipotesi che l ’interazione sia legata  ad una 
variazione del campo elettrico  provocato  dalla vicinanza di un  eme ridotto-
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